This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 



BLACK BORDERS 

TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
FADED TEXT 
ILLEGIBLE TEXT 
SKEWED/SLANTED IMAGES 
COLORED PHOTOS 

BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 
GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



R=?'J3L:CA 0= CHILE 

= ^.-r j " : v a = : 2 st a ■„ c : : : 



1 



o v ; i *j 



*la^o so -ic i 'ado 

15 an os 

3iAS m£S£S ArtCS 



•u8u;Ca£.3.n 



m£5 A*o 



■„AS;. 5 'C-4CtON i.N:i' , a:iO' , 'A 



»-_>:o ::\C;3'30 



m£S a*1Q 



P £ 3 I 7 3 S £:<AMINA;03-i 



TlPO 

PATENTS OC INVtNCON 
PATENTS PRCCAUCiONAL 
MOO£'.3 INOUSTRIAL 



□ 



CO^ClDiOA 



IN T^AMITE 



— 



«) 581,290 

To) pa.s: EE.UU. DE A. 

")f£ C ha, Septiembre 12, 1990 



OlA MES AftO 



OOCLMENTOS ACOmPAnAOOS 



OCL INV&NTO 
MEMORLA EXPLICATIVA 
PLlECO OE RElViNCtCACIONES 
OlBUJOS 
POOER 

cesiON 

CCPIA PRiORlOAO 
PROTOT1PO 



T'T'JLO 3 MATJ3 ;A D£ ^ SOLlCtTuO 



"Conposicicn enzimatica que puede ser incorporada a una rnasa para mejorar la 
blar.dura y retardar el envejecimiento de los alimentos horneados." 



I • 1 i SOL.CtTANTEISl; [APELL.OO PATERNO. APELLlOO MATERNO, NQMSRES - CALLE. COMUNA, CUOAO. PAIS. TSLEFONOI 

IsiZYME BIO-SYSTEMS LTD., sociedad organizada bajo las leyes del Estado de 
Delaware, domiciliada en International Plaza, P.O. Box 8000, Englewood Cliffs, New 
Jersey 07532, Estados Unidos de America. 



r- • ;nv£NTOR O CREAOORt (APELLfOO PATERNO, APELLlOO MATER NO, NOMSR Si — NACIONALIOAO) 

Linda K. 3owles, norteamericana. 



•t : ^£PR£S£%TA.NT£; (APELLlOO PATER.NO. APEULIOO maTERNO. NOM3RES - CALLS. COMUNA, OUQA3. T£LE*ONO) 

^ld-^ico Villaseca Ossa y/o Sergio Villaseca Ossa y/o Sergio Amenabar Villaseca 
y/o Bernardo Serrano Spoerer y/o Max F. Villaseca Molina, domiciliados en Avda, 
Providencia 329, 6° Piso, Santiago, Chile. Telefono 491395. 



2ZCLj**D/ C£:j*3AMOS que 
■ TamsiE.n C3NOC- 

onca) v que el 




w*-»OATOS QUE APARECEN EN LOS HECOAOROS OE TONO OSCURO SON VER OA- 
:£R eTaVt. 171 - a 0£L DECRETO LEV N« 911 OEL A*0 1931 0**«J£ S<- QUE NO 

PREJqP*TC OOCUMaNTO CONST ITUVE UNA SCLlCITUO FORMAL. 



SERGIO VILLASECA OSSA 
1.922.520 - 4 

'•4 MA v R.U.T. R£»R£SENTANTE 



fl^WA V R.U.T. SO L'C IT ANTE 




ilCJA TECMICA 



Ti?o dt Salic itud 
[x] i n v • n c i 6 n ( A ) 

13 Tri^ria (1) 

□ Adicional (2) 

(PsrFsccionasLento) 
a la patents N 5 : 



Ci ^rcca-jcional (Pr) 

□ J Hod-io c« Utilidad (U). 

Q Rcvalida (R) 



(7?) Inventor: Linda K. Bowles, norteamer icana . 



•f! * 



(21) N> ds solicitud 
(11) N' ds patents: 



2^ 2 



0 f 



(7/1) Agents : SERGIO VILLASEC 
ESTUDIO FEDERICO VILI 



(13) CL (12) (/ii) Disp. 


D 


M 


A 


(si) crp u 


(22) Sol. 


12 


09 


91 




(11) (?1) Vig. 










(30) (3 Antsrioridad □ Revalida 

(Prioridad) 
PaTs H° USSN 581,290 S 


b 

12 


M 

09 


A 

90 





(71) Solicitante: - ENZYME BIO-SYSTEMS LTD., sociedad organizada Pais EE.UU. DE A. 
bajo las leyes del Estado de Delaware * 

Oireccion: International Plaza, P.O. Box 8000, Englewood Cliffs, New Jersey 
07632. 

(f*i) Htuio: "Composicion enzimatica que puede ser incorporada a una masa para 
mejorar la blandura y retardar el envejecimiento de los alimentps 
horneados." 

(5') Resuaen, palabras clavs y dibujo o foraula: 

Una composicion enzimatica compuesta por una enzima alfa-amilasa 
fungica acidoestable y una enzina alfa-amilasa bacterial retarda el 
endurecimiento de productos horneados a nivelss de bajas dosis sin afectar 
adversamente las caracterfsticas organolepticas de las mercaderfas horneadas y 
sin gomosidad significativa. La composicion se puede agregar a la masa o 
esponja en el proceso de fabricacidn de productos de panaderia. La enzima 
alfa-amilasa fungica acidoestable tiene una act ividad optima a un pH de 
cerca de 3,0 a cerca de 5,0 a una temperatura de cerca de 60 a cerca de 75*C, 
y la enzima alfa-amilasa bacterial tiene una actividad optima a un pH de cerca 
de 5,0 a cerca de 7,0 a una temperatura de cerca de 100 a cerca de 110 # C. La 
proporcion de la enzima acidoestable a la enzima bacterial en unidades por 
gramo de harina es de cerca de 0,05:0,005 a cerca de 1,0:0,1. 

Cocunen t os c i tados : 
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A.NTECECENTES DE LA INVENCION 

Alcance de la invencion 

Esta invencion se refiere al uso de ciertas ccmposiciones de enzimas que 
- pueden ser incorporadas a una masa o esponja para mejorar la blandura y 
retardar el envejecimiento de los alimentos horneados. 

Descripcidn de inventos relacionados 

El fencmeno del endurecimiento del pin no se conoce conpletamente. El 
endurecimiento del pan esta relacionado generalmente a la retrogradacidn del 
almidon, o a la asociacidn de las mole'culas del almidon para formar zonas de 
cristalinidad que resultan en un aumento de la dureza del pan con el pasaje 
del tiempo. El envejecimiento es de considerable importancia economica para 
las panaderias mayoristas ya que limita el tiempo de al/nacenamiento en el 
estante de las mercaderias en los negocios minoristas a alrededor de 3 o 4 
dias, ademas de varies dias adicionales en el hogar del consumidor despues de 
la compra. La brevedad del almacenamiento admisible en el estante de las 
mercaderias horneadas ha requerido que las panaderias al por mayor tengan 
sistemas separados de distribucio'n que operen independientemente de los 
canales usuales de la distribucio'n de mercaderias empacadas. Ademas, el a'rea 
ccmercial de una panaderia esta generalmente limitada por el radio maximo que 
el sistema de distribucidn puede abarcar en 24 horas. 
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Los q ufmicos cereaiistas y los tecnicos panaderas han descubierto que 6 \) 
existen varios emulsificsdores quimicos que tiene alguna influencia en la 
extension del almacenamiento en estante de las mercaderias horneadas, tales 
ccr;o el pan. Sin embargo, los emulsificadores quimicos son solo parcialmente 
ericaces en reducir el endurecimiento del pan. Se han agregado monogliceridos 
y otros emulsificadores ai pan para mejorar su blandura. Aunque estos 
emuisificares producen un pan mas blando, tienen poca influencia en reducir la 
rapidez con la que el pan se endurece. El termino "mercaderias horneadas" 
tambien connota aplicacidn a tales productos como bollos, panecillos, 
bizcochos, bunuelos, galletas y tortas. 

Se han utilizado "enzimas de varios tipos en la coccidn de aliment os y 
algunas han sido utiiizadas con el propdsito especifico de inhibir el 
endurecimiento. 

La enzirna de cereal al fa-ami lasa en forma de cebada malteada se agrega 
comunmente a la harina de trigo para pan con el fin de normalizar su 
ccmportamiento en el horneado. La alfa-amilasa de cereal es mas activa a un 
pH de cerca de 6 y a una temperatura de alrededor de 70 a 75* C. 

La enzirna "alfa-amilasa hongosa" ccmo se la conoce en las industrias 
panaderas y de enzimas, se relaciona generalmente a enzimas hechas de 
Aspergillus oryzae , y puede tambien utilizarse para norrnalizar el desempeno 
del horneado. La enzinia es mas activa a un pH de cerca de 6 y a una 
temperatura de aproximadamente de 50 a 55*C. 

La enzirna "alfa-amilasa bacterial", como el termino es utilizado en las 
industrias panaderas y de enzimas, se refiere mas a menudo a las enzimas 
hechas de Bacillus subtilis , que son utiiizadas para inhibir el 



envsjecimiento. La enzima es mas activa a un pH de csrca tie 7 a una 
te.Tperatura de aproximadamente 75 a 60 "C. 

La solicitud de patente U.S. Serie No. 07/419,980, presentada ei II 
ociubre de 1989, describe una enzirra alfa-amilasa fungica acida estable que 
puede derivarse de un hongo pero que es distinta de las alfa-amilasas de 
cereal, hongosa y bacterial mencionadas anteriormente. Tiene una actividad 
maxima a un pH de cerca de 3,0 a 5,0 y a una temper atura de aproximadamente 60 
a 75 *C. Esta es una de las enzimas utilizadas en la composicidn de enzimas de 
la present e invencidn. 

Un metodo enzimatico para retardar el endurecinriento del pan se declara 
sn la patente U.S. No. 2^615,810 de Stone e involucra el uso de una enzima 
alfa-amilasa bacterial termicamente estatle para atacar los granulos de 
almiddn gelatinizados durante el horneado. 

Un refinamiento del metodo Stone se describe en la patente U.S. No. 
£,299,848 de DeStefanis et al , que declara un proceso para la inactivacidn de 
las enzimas proteoliticas presentes en las preparaciones de enzimas de 
alfa-amilasa bacterial termicamente estables obtenidas de extractos de 
Bacillus subtilis , Bacillus sterothermophilis u otras fuentes microbiales. 

Un refinamiento adicional esta dado en la patente U.S. No. 4,654,215 dc 
Carroll et al t que declara el uso de una amilasa bacterial termicamente 
estable en conjunto con pululanasa para contrarrestar los problemas de los 
metodos de Stone y de DeStefanie et al . Carroll et al ademas declara que en 
el oficio panadero generalmente se clasifica a las alfa-amilasas de acuerdo a 
su origen, como bacterial, hongosa y cereal, tambien observando que las 
amilasas hongosas exhiben relativamente baja estabilidad termica y se 



desactivan ral= tivamente con rspicisz por encima tie 65 "C. Es as! que las 
amilasas hongosas no esta'n contsiapladas para la practice de la invencidn de 
Carroll et al, que corrp-ende la adicidn de una nsezcla de enzimas de 
alfa-a.-nilasas cereal o bacterial y una pululanasa a la masa, en proporciones 
de 0,25 a 5 SK3 (unidades de air a-amilasa) y 5 a 75 PUN (unidades de enzima 
desramificadora) por 100 gramos de harina. 

Un inconveniente de los rritodos de Stone, DeStefanis et al y Carroll et_ 
al es la tendencia de las alfa-=*ilasas bacteriales y cereales termicarente 
estables de permanecer activas dsmasiado tiempo durante el horneado y de 
causar ganosidad en el producto terminado. Como resultado, estos metodos 
requieren un grado de control de las dosis y de las relaciones de las enzimas 
que puede ser ccmercialmente impractico— 

La patente U.S. 4,320,151 de Cole dec la ra. que la estabilidad termica de 
una alfa-atnilasa hongosa aumenta substancialmente dispersando soluciones 
acuosas de la enzima en soluciones azucaradas concentradas. La enzima 
a If a-amilasa hongosa protegida con azucar sobrevive la incoporacidn en la masa 
y permanece activa hasta que se alcanza la temperatura a la cual ocurre la 
gelatinizacio'n de almidon. Es as£ que las soluciones de alfa-amilasa hongosa 
protegidas con azucar retienen su actividad hidrolizadora del almidon, aun 
cuando se calienten a temperaturas muy por enzima de aquellas a las cuales la 
enzima deberia ser completamente desnaturalizada . Sin embargo, los cambios de 
procesos e ingredientes requeridos hacen a este me'todo inapropiado para un 
numero de aplicaciones de panaderia. 

La patente rusa 659,517 declara la produccio'n de una cepa de 
microorganismos de la cual se obtiene alfa-amilasa resistente a los acidos y 
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enzimas glucoamilasa . La cepa, Aspergillus nicer 167- A, se obtiene tratando 
Aspergillus niqer 475 con radiacicn ultraviolets . En un ejemplo ds esta 
patente, se horned pan utiiizando una preparacidn de enzima alfa-amilasa 
resistente a los acidos y ciuccamiiasa de A. niger 147-A, y el resultado rue 
un proceso de endurecimiento mas lento. La al fa-ami la sa es el producto de una 
cepa mutante de A. niger , que no se encuentra directamente en la naturaleza, y 
la alfa-amilasa resistente a los acidos producida a partir de A. niger 147-A 
pierde irreversiblemente su actividad a un pH de 3,0. 

La patente canadiense Mo. 330,703 de Grampp et al declara una 
alfa-amilasa bacterial termolabil que no tiende a crear el problema de 
gcmosidad de las alfa-amilasas bacteriales comunes. Sin embargo, esta enzima 
no es suficientemente termcestable para~inhibir el endurecimiento y no es 
acidoestable. 

La patente Vidal U.S. 4,160,843 declara una composicidn antiendurecedora 
que contiene una ccmbinacicn de un ester de glicerina y un acido graso y otra 
de acidos grasos substituidos y no substituidos que se combinan 
preferibiemente con una enzima seleccionada de alfa-amilasa, amiloglucosidasa 
y lipasa derivada de moho. Se declaran ccmo ejerrplo las alfa-amilasas 
derivadas de Aspergillus oryzae . La referenda declara la adicidn de la 
composicidn a la masa o esponja. 

G. Bussiere et al en "La utilizacidn de alfa-amilasa y glucoamilasa en 
la tecnologia de panaderia industrial", Annales de technologie aqricole , 
voiumen 23 (2), pags. 175 a 189 (1974), declara estudios sobre la funcidn de 
las alfa-amilasas de origen bacterial y la glucoamilasa en la tecnologia de 



la fabricacidn del pan. Esta referenda ensena que solo las alf a-amilasas de 
crigen bacterial son ef ectivas para retardar el endurecimiento. 

SUMARIO OE LA INVENCION 

La presente invencidn esta basada en el descubrimiento de que las 
ccmbinaciones de ciertas enzimas alfa-amilasas microbiales acidc establss que 
han sido derivadas de un hongo, con ciertas enzimas de alfa-amiiasa bacterial 
permiten sacar ventaja de las propiedades deseables de ambas enzimas al mismo 
tiempo que se evitan algunas de sus desventajas. Se ha tambien encontrado que 
la combinacidn de enzimas es efectiya en retardar el endurecimiento con una 
dosis total de enzimas-inferior a la requerida por cualquiera de esas enzimas 
por si misma. Esto puede resultar en un significative ahorro para el 
panadero, particularmente sn vista del relativamente alto costo de las enzimas 
hongosas. La composicidn de la enzima de la invencidn retarda el 
endurecimiento de las mercaderias horneadas sin afectar adversanente las 
caracteristicas organolepticas de dichas mercaderias. La gomosidad que se 
relaciona normalmente con el uso de composiciones enzimaticas 
antiendurecedoras tambien se minimiza debido a las bajas dosis Ltilizada de 
acuerdo a la invencidn. 

Mas especificamente, la presente invencidn provee un proceso para la 
fabricacidn de product os horneados que tengan resistencia al encurecimiento 
agregando a la rmsa o espenja una enzina alfa-ami lasa fungica acidoestable y 
una enzina alf a-amilasa bacterial, donde la enzina fungica tiene una 
actividad optima a un pH de cerca de 3,0 a cerca de 5,0 a tenperaturas de 
aproximadamente 60 a cerca de 75*C, y la enzima bacterial tiene una 



actividad optima a un pH da aproximadamente 5,0 a cerca de 7,0 a te^paraturas 
aproximadas de 1G0 a U0*C. 

BREVE DESCaiFCION CE LOS OIBUJOS 

La Figura 1 ilustra graficamente el resultado de los ensayos Je firmeza 
de la miga tornados de la Tabla 1 en el Ejemplo 1, que se explica mis adelante 
en esta especificacidn. 

La Figura 2 ilustra graficamente el resultado de los ensayos de firmeza 
de la miga tornados de la Tabla 3 en el Ejemplo 2, que se explica mis adelante 
en esta especificacidn. 

OESCRIPCI0N OETALLADA C£ LAS REALIZAC10NES PREFERIOAS 

De acuerdo con la presente invencidn, se ha encontrado que la 
composicidn de enzimas retarda el endurecimiento de las mercaderias horneadas 
sin afectar adversamente las propiedades organolepticas de dichas mercaderias 
y sin gorosidad significativa. 

Las mercaderias horneadas que mejoraron sus propiedades 
antiendurecedoras de acuerdo con esta invencidn incluyen panes, pan^cillos, 
bizcochos, roscas de pan; y similares; pasteles, tortas y otros prcluctos hornead 

La enzima acidoestable utilizada en la composicidn de esta invencidn 
tiene una actividad optima a un pH de cerca de 3 a cerca de 5, p-rereribiemente 
alrededor de 3,5 a cerca de 4,5, a temperaturas de aproximadamenze 50 a cerca 
75 # C, preferiblemente alrededor de 65 a 70 # C. La enzima sobrevi/e la 



inccrporacidn en una r.asa y psrmanece active a temperaturas superiores da 
cerea de 50*C donde ccurre la gelatinizacidn del aimidon, sin necesijad de la 
proteccion ds azucar ccra se declara en la patents U.S. A, 320, 151 de Cole. A 
temperatures superiores a las 70 "C, que ocurren posteriormente durance el 
prcceso de horneado, la enzima esta ccrnp let amen te inactivada y de esce rccdo no 
tiene tendencia a hidroiizar excesivamente el almidcn y causar gcmosidad en el 
prcducto terminado. 

La enzima acidcestable puede derivarse de un hongo, tal ccmo el 
Aspergilli negro. Ejemplos del Aspergilli negro incluyen Aspergillus awaroori , 
Aspergillus usami , Aspergillus niger f Aspergillus saitoi , Aspergillus inui y 
Aspergillus aureus y Aspergillus nakazawai . Una enzima acidoestable apropiada 
para esta aplicacidn es la carbohidrasa de hornear MULTIFRESH( R ) que se 
consigue en Enzyme Bio-Systems Ltd., Sylvan Avenue, Englewood Cliffs, Nueva 
Jersey 07632 E.U.A. 

Es ccmunment'e sabido que el Aspergilli antes mencionado tambien produce 
una enzima glucoamilasa ccmo tambien una enzima alfa-amilasa que pierde su 
actividad en condiciones acidas. En 1963, Y, Minoda et al , informaron que 
cuando los Aspergilli neqros eran cultivados en condiciones apropiadas, podian 
tambien producir una enzima alfa-amilasa acidoestable que mostrara actividad 
dextrinizadora aun despues de un tratamiento acido a un pH de 2,5 a 37 # C 
durante 30 minutos ( Agr. Biol. Chem . , Volumen 27, No, 11, pags. 806 a 811, 
1963 (parte 1); Volumen 32, No. 1, pags. 104 a 109, 1968 (parte 2); Volumen 
32, No. 1, pags. 110 to 113 (parte 3). Los metodos para producir 
alfa-amilasas acidoestables radiants el cultivo de diferentes Aspergilli 
negros se declaran en la solicitud de patente europea 133,423 de Heidt-Hanson 



et_al y en la patents canadisnse 661,21k de Yamada etal. 

Las propisdades de la alfa-amilasa a'cidoestable en varias espocies de 
Asoergilli negros han recibido amplia atencidn y estudio, por ejeroio, G. K. 
Kvesitadzae et al , "Acid-Stable and Acid-Labile Alpha Amylases of Mold; fungi 
Aspergillus", BIOCHEMISTRY USSR . 43 (9) parte 2, pa'gs. 1330 to 1336 (1973); Y. 
Minoda et al , "La estructura y la funcidn de alfa-amilasa acidoestacie de 
Asoergilli negros", OENPUN KAGAKU (publicacidn de la Sociedad Japon-sa de 
Ciencias del Almiddn, Volumen 21, No. 3, pa'gs. 172 a 189 (1974); L. 3. Wingard 
Jr. et al, editor, "Bioquimica y bioingenieria aplicadas", volumen 2 - 
Tecnoloqia de enzimas. pag. 61 (Academic Press 1979); T. T. Hansen, 
"Posibilidades de la aplicacio'n industrial de una alfa-amilasa a'cidoestable de 
Aspergillus nioer". NUEVOS MET000S SOBRETLA INVESTIGACION OE CAR30H:drAT0S OE 
CEREALES, pags. 211 a 216 (Elsevier Science Publishers, Amsterdam, ^935). 

La solicitud de patente europea 140,410 de Oucroo et al , decl^ra el 
aislamiento de una amilasa acida fungica de la amiloglucosidasa, 
preferiblemente Aspergillus nioer . La amilasa acida produce la optima 
sacarificacio'n a un pH entre 3,5 y 5,0 a temperatures de cerca de 60 a 75*C y 
es estable durante un periodo de varios meses en condiciones ordinarias de 
almacenamiento. 

La actividad de la enzima acidoestable esta determinada por el siguiente 
me'todo de ensayo interactivo. Se prepara una solucidn acuosa de la 
alfa-amilasa acidoestable que contenga una cantidad estimada de 0,0- a 0,10 
unitades de la alfa-amilasa (AU) por mililitro (ml). Un ml de solucidn de 
enzima ss agrega a 4,0 ml de una solucidn de almiddn al 1,25* a 60*u 
conteniendo 0,125 Moles (M) de un amortiguador de acetato de pH de .3,8. 



Cespues de exactamente 3 minutos, ss saca una parte alicuota de 1,0 mi de la 
raze la de reaccidn, y se agrega inmediatamente a 3,0 ni de una sclucicn de 
iodo de 0,100%, y diluido a 100 ml con agua destilada. La solucion de iodo se 
prepara agregando 2,0 ml de una solucion de iodo al 5,00* (10 graras de ioduro 
de potasio mas 5,00 gramos de iodo resublimado diluido en 100 ml co:i agua 
destilada) a A ml de 5M de a'cido acetico y diluido a 1C0 ml con agu^ 
destilada. Una segunda parte alicuota de 1,0 ml se saca a exacta.neate 13 
minutos de la mezcla de reaccidn y se trata ccmo se indicd anteriorc-ente. Se 
determina la absorbancia de cada rruestra a 650 nanometres (nm) en u/;a celda de 
1 centimetre. La actividad se calcula de la manera siguiente: 

AU/ (ml o gramo) = 0,2303 log (Absorbanci a, 3 min ) Dp 

Absorbancia, 13 min 

donde OF = factor de dilucidn utilizado en preparar la enzims diluida, 
determinada dividiendo el volumen final de la muescra de la 
enzima diluida por el peso en gramos de la muestra de enzima 
inicialmente agregada. A continuacidn se dan algur.os 
ejemplos; 

Actividad estimada 



(unidades alfa-amilasa Factor de 

p or ml o gramo) ^ Diluir dilucidn (OF) 



0,1 o menos j_ 

0,11 a 0,25 40 a 100 ml 2,5 

0,26 a 0,50 20 a 100 ml 5 

0,31 a 1,0 10 a 100 ml 10 

1,1 a 2,5 AO a 1000 ml 25 

2,6 a 5,0 20 a 1000 mi 50 

3,1 a 10,0 10 a 1000 ml 100 



•J V li 

La enzima bacterial utilizads en la ccmposicicn de la presente invencion 
tiene una actividad optima a un pH ce cerca de 5 a cerca de 7 a temperatures 
desde unos 100 a unos 110 "C. Esta enzima puede ser derivada del Bacillus 
st^arothermophilus . Una enzima bacterial apropiada para esta aplicacidn es la 
G-ZYME R G995 disponible de Enzyme 3io-Systems Ltd,, Sylvan Avenue, Englewood 
Cliffs, Nueva Jersey 07632 E.U.A. 

La actividad de la enzima bacterial esta determinada por el siguiente 
prccedimiento. 

Se deja a la enzima reaccionar con una disolucidn normal de almiddn en 
condiciones controiadas. La actividad de la enzima se determina por el 
grado de hidrdiisis del almiddn, segun se refleja en un decrecimiento de 
la capacidad de la mancha de icdo, que se mide espectrofotcmetricamente. 
La unidad de la actividad de la alfa-amilasa bacterial es la cantidad de 
enzima rsquerida para hidrolizar 10 miligramos de almiddn por minuto en 
las condiciones del procedimiento, 

Se disuelve de 0,3 a 0,5 gramos de muestra sdlida o de 0,3 a 1,0 
mililitros de una muestra liquida, en una cantidad suficiente de cloruro 
de calcio acuoso de 0,0025 Moles para producir una solucidn enzimatica 
que contenga aproximadamente 0,25 unidades de actividad por mililitro. 

Una mezcla de 10 mililitros de una solucidn de almiddn soluble de 1%, 
equilibrada a 60*C, y 1 mililitro de la muestra de enzima que quiera 
probarse, se mezcla y se mantiene en un bano a una temperatura constante 



de 60 *C por axacta^ente 10 minutes. Se saca una muestra de 1 miiilitrq] 
y se agrega una mezcia ds 1 fniiilitro de acido ciorhidrico acuoso de 1 
Mol y cerca de 50 militros de agua destilada. La capacidad de la mancha 
, de iodo de una muestra acidificada se determina luego al agregar 3,0 
mililitros de una solucidn de 0.053$ de iodo. diluvendo hasta 100 
miliiitros con agua destilada y mezclandolo bien. La absorbancia de la 
solucidn, reiativa a la del agua destilada, se mide a 620 nandmetros, en 
una celda de 2 centimetros. Se hace una medicidn similar de la solucidn 
normal de almiddn (a la cual se agregd agua en lugar de la solucidn 
enzirratica) para proveer una absorbancia en bianco. 

La actividad enzimatica, en unidades/gramo o /mililitros es igual a 
( Absorbancia en bianco - Absorbancia de la muestra) X DF X 50 
Absorbancia en Bianco X 10 X 10 

En la ejecucidn de la invencidn, las composiciones enzimaticas se 
emplean como anadiduras a la harina utilizada para hornear. Las relaciones de 
las dosis relativas de la enzima acidoestable a la enzima bacterial son de 
cerca de 0,05:0,005 de unidades de alfa-amilasa por gramo de harina, a cerca 
de 1,0:0,1 unidades de alfa-amilasa por gramo de harina. Las relaciones 
preferidas son de cerca de 0,1:0,01 de unidades de alfa-amilasa por gramo de 
harina, a cerca de 0,5:0,05 de unidades de alfa-amilasa por gramo de harina. 
El peso de la harina se refiere al total de la harina utilizada para hacer el 
producto horneado. As:!, cuando se utiliza una esponja, el peso de la harina 
en ella se agrega al peso de la harina en la masa y la suma se utiliza ccmo el 
denominador para calcular las unidades de alfa-amilasa por gramo de harina. 



La ccmposicidn enzimatica da la presents invencidn puede prepararse * J 
rrezclando la enzima acidoestable con la enzima bacterial previaments a 
emplearlas en el proceso de horneado, o el las pueden agregarse individuaimente 
er> la reiacidn deseada a un ingrediente utilizado en el proceso de horneado. 
La carposicicn corrprende la enzinra al fa-ami lasa fungica acidoestable y la 
enzima alfa-amilasa bacterial en una proporcidn de cerca de 5 a cerca de 100 
unidades de alfa-amilasa en la enzima acidoestable, a cerca de 0,5 a cerca de 
10 unidades alfa-amilasa de la enzima bacterial. 

La composicidn enzimatica, o sus componentes de enzima, pueden emplearse 
como una solucidn acuosa concentrada o en forma sdlida. En el proceso de 
horneado, la composicidn enzimatica, o sus componentes de enzima, pueden 
agregarse a cualquier ingrediente de la esponja o masa, tal como harina, 
levadura o agua, o pueden agregarse despues de todos los otros ingredientes 
durante la operacidn de mezclado. - 

Las mercaderias horneadas preparadas que utilizan la composicidn de la 
presente invencion exhiben excelentes propiedades antiendurecedoras ccn 
niveles de la dosis de enzima inferiores a los generalmente utilizados en el 
oficio. Los productos horneados permanecen blandos por mas tiempo, segun las 
pruebas de firmeza de miga descritas en los ejemplos establecidos en esta 
especificacidn, 

Otro benef icio de la enzima es su habilidad de reducir o eliminar la 
adicion de otros ingredientes como acondicionadores, por ejenplo iactato 
estearllico sddico, y agentes ablandadores como monogliceridos, digliceridos y 
otros emulsificadores. 

Los siguientes ejemplos ilustran realizaciones especfficas de esta 



invsncidn. En estos ejeroios y en todas las especificaciones, todas las 
partes y porcsntajes son en peso, a menos que se indique lo contrario. 



EJENfLO 1 

Las enzimas fueron probadas en un laboratorio de ensayo panadero comercial 
utilizando un' proceso de esponja y masa. Se utilizd la siguiente formula: 



INGREDIENTES^ „ Peso (g) 

Esponja Harina de pan (11,5% de protelna) 2100 

Aliment o de levadura mineral (brcmado) 3 

Lactato estearflico sodico 11,2 

Levadura comprimida 75 

Agua 1260 

Masa Harina de pan 900 

Leche seca desgrasada 60 

Sal 60 

Propionato de calcio 3 

Aceite de soya 60 

Ablandador de miga (GMS-90) 30 

Jarabe de rnaiz de alta fructuosa de 42% 255 

Agua y hielo 466 



1 f : 

Los ingredientes de la esponja fueron maze lades y se dejaron fermentar por 3, 

0 0 

haras (la terrperatura final fue de 3&'C). Los ingredientes de la masa fu^-cn 
agregados y la masa peso 525 g/pan. Los panes se dejaron eievar hasta una 
aicura de 100 +/- 1 milimetro con anterioridad al horneado a 435 V durante 13 
minutos. Los panes fueron enfriados durante ura hora a tempera tura ambiente 
embolsados para almacenamiento . (El ablandador de miga GMS-90 es un 
monoglicerido hidratado que se obtiene de Sreddo Inc., Kansas City, Missouri, 
EUA). 

Al dia siguiente del horneado se rebanaron mecanicamente tres panes para 
evaiuar sus cualidades externas, internas y comestibles. Se midid la firmeza 
de la miga con un aparato de ensayo de alimentos Instron de acuerdo a la 
Asociacidn Americana de Quimicos Cerealistas, Metodo 74-09. La firmeza de la 
miga se especificd en gramos de fuerza requeridos para comprimir 6,2 
milimetros dos rebanadas de pan con un disco piano de 36 milimetros de 
diametro a un regimen de ccmpresidn de 100 milimetros por minuto. Las 
mediciones de la firmeza de la miga se repitieron en el cuarto y el septimo 
dia despues del horneado. 

Las enzimas fueron obtenidas de Enzyme 3io-Systems Ltd., Englewood Cliffs, 
Nusva Jersey, EUA. Las enzimas probadas fueron una preparacidn de 
alfa-amilasa bacterial de Bacillus stearothermophilus , y una preparacidn de 
alfa-amilasa hongosa derivada de Aspergillus niger . La amilasa bacterial se 
vende como alfa-amilasa G-Zyme R G995 y la alfa-amilasa hongosa se vende como 
Multifresh'^ alfa-amilasa. Las enzimas liquidas fueron agregadas con los 
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mgredientes de ia esponja. La labia 1 y rigura 1 indican qus la adicidn de w 
muy bajos niveles de la aif a-amilasa bacterial rue en si mis*na ineficaz para 
reducir el aumento de la firmeza del pan. Cuando este nivel de enzima 
bacterial fue incluido con bajos niveles de alf a-amilasa hongasa, la reduce ion 
del aumento de la firmeza del pan fue mayor que con cualquiera de las enzimas 
solas, y comparable a la que se obtiene con una relacidn cuatro veces mayor de 
una adicidn de alf a-amilasa hongosa. 

CUADRO 1 

Encima Firmeza de la miga 

u.enzima/g total de harina . Oias despues del horneado 

a -ami la sa hongosa a-amilasa bacterial Dia 1 Dia 4 Dia 7 

1,1 0 125+/-2 193+/-4 23S+/-4 

0,27 0 143+/-4 199+/-3 23W-6 

0,27 0,02 -124+/-2 174+/-4 254+/-3 

0 0,02 15Q+/-1 225+/-6 318+/-5 

La clasificacidn de los panes indicd que todos eran de calidad similar (Cuadro 
2). 

CUADRO 2 

a-amilasa hongosa/a-amilasa bacterial 









u/g 


harina 








1,1/0 


0,27/0 


0,27/0,02 


0/0, C 


Cualidades externas (clasif. 


maxima) 










Voiumen 


10 


8,5 


7,75 


8,75 


7,5 


Simetria 


5 


4 


7 


4,25 


4 


Color de la corteza 


10 


8 


8 


8 


8 


Rotura y desmenuzamiento 5 


A, 25 


4,25 


4,25 


4,25 


Cualidades externas 












Grano 


10 


7,5 


7,5 


7,25 


7,25 


Textura 


15 


13 


12,5 


12,5 


12,5 


Color de la miga 


10 


9 


9 


9 


9 


Aroma 


10 


9 


9 


9 


9 


Sabor 


15 


13 


13 


13 


13 


Sensacidn en la boca 


10 


9 


9 


9 


9 



EJEMPLO 2 



Los ingredientes, formulas y prccedimientos de ensayo fueron identicos al 
ejemplo 1, excspto que en este caso el ablandadcr de miga (GMS-90) fue 
agregado solamente donds se indica. 

En el ejemplo 2, las enzimas fueron de las mismas fuentes que en el Ejemplo 1; 
sin embargo, ambas enzimas fueron agregadas en forma de un polvo seco 
rcciado. La relacidn y dosis de la alfa-amilasa hongosa a la alfa-amilasa 
bacterial fueron las que se encontraron opticas en el ejemplo 1:0,27 unidades 
de alfa-amilasa hcngosa/g de harina: 0,02 unidades de alfa-amilasa 
bacterial/g de harina. 

Los Cuadros 3 y 4 y la Figura 2 indican que la mezcla de enzimas solamente 
(sin el ablandador de miga) fue mas efectiva que el ablandador de miga en 
reducir el regimen de endurecimiento del pan sin ningun efecto negativo en la 
calidad del mismo. La adicidn del ablandador de miga con la mezcla de enzimas 
dio un pequeno beneficio adicional. 



CUADRO 3 



Adicidn de GMS-90 Adicidn de enzima 



Firmeza de la miga 
Dias despues del horneado 
Dia 1 Dia 4 Dia 7 



Ninguna 
0,25% 
Ninguna 
0,25 



Ninguna 
Ninguna 
Mezcla 
Mezcla 



166+/-3 
155+/-4 
123+/-2 
121+/-3 



305+/-7 
2S9+/-8 
206+/-4 
204+/-3 



364+/-7 
337+/-6 
292W-6 
2S6+/-7 



CUAORO L 



COalidades externas (clasif. maxima) 

Vo lumen 
Simetria 



Ablandador de miqa/Enzima 
Ninguno/ 0,25% Ninguno/ 0,252 
ninguno ninguno mezcia mezcic 





10 


7,25 


3 


9 


8 




5 


4 


4,25 


4 


4 


la cortsza 


10 


3 


3 


8 


8 


desmenuzamiento 


5 


4,25 


4,25 


4,25 


4,25 



Cualidades externas 

Grano - * 
Textura 

Color de la miga 
Aroma 
Sabor 

Sensacidn en la boca 

Habiendo establecido la naturaleza general y algunos ejemplos de la 
invencidn, el alcance se establece ahora mas particularmente en los titulos 
del apendice. 
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7, 
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7,5 


7,5 


15 


12,75 


12, 


75 


12,75 


12,75 


10 


8,75 


9 
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10 
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9 
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15 


13 


13 




13 


13 


10 
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RSIVTMnTCACTOMPc: 



l- una composicidn para retardar el endureci.iento de 
Broducto. de panaderia norneados. CARACTERIZADA poraue 
coaprende una enzi»a de aUa-aailasa fungica acidoestable y M 
enz lffl a alfa-aailasa bacterial, en una proporcidn de a a loo 
unidades de aUa-a,ilasa de la enziaa alfa-anilasa fungica 
Scidoestable, y a e 0,5 a :o unidades de alf a-aailasa de la 
enzima alfa-amilasa bacterial. 

2- La composicidn de la reivindicacidn 1, CARACTERIZADA 
Porque la enzima alfa-amilasa fUngica tiene una 

optima a un pH de entr#» -x n „ c « 

P ae entre 3,0 y 5,o_a una temperatura de entre 

60 y 75"C. 

3- La coaposicidn de la reivindicacidn 2, CARACTERIZADA 
Poraue la en 2 i*a alfa-a.ilasa fungica tiene una actividad 
optma a un Ph de entre 5,0 y 7 ,o a una temperature de entre 
100 y 110'C. 

4- La coaposicidn de la reivindicacidn 3 , CARACTERIZADA 
Porque el hongo es el Asne,-„n M negro . 

5. La coaposicidn de la reivindicacidn 4, CARACTERIZADA 
P°raue el 4^ negro es seleccionado de m ^ 

«»»*«*• en A 5wrqi1 |„ , liSESI3iX1 ^ 

^^^^x, ftsperaM^inui, ^nx^^ 

y Aspergillus nalr^s,,.,^ 

6. La composicidn de la reivindicacidn 1, CARACTERIZADA 
Porgue la enzima alfa-amilasa bacterial esta derivada del 

7. La coaposicidn de la reivindicacidn l, CARACTERIZADA 
Porque la alfa-amilasa bacterial esta derivada del ^ziU^ 
stearo themnnh i i M<7 



L. =onposici6n ce la r.lvlhaicc*jta 5 , CAJlACIERIZAEA 
P",ue la .l f ..„ llM . bacterial Mti . „ tl B>c 



stearothermnnM i., e " J 9 : i 

CARACTERIZADA 



9- La composicidn ds la rei vindication 8, 



Porque Asoergilli negro es Aspergillus ni 



ger, 



^6f 




PP.: ENZYME Bjtf-SYSTEMS LTD. 
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